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RESUMO

Fungos compreendem um grupo heterogéneo formado por leveduras, fungos filamentosos e
cogumelos, amplamente distribuidos na natureza e que podem acarretar diversas doengas alimentares
quando entram na cadeia alimentar. Diante das possiveis infe¢des que os fungos podem causar em
alimentos, a utilizagdo de conservantes quimicos comegou a tornar-se viavel na conservagdo destes
alimentos, porém, devido suas propriedades teratogénicas e carcinogénicas, comegou a ser mal visto, e
foi entdo que os pesquisadores mudaram o rumo das pesquisas para o desenvolvimento de alternativas
naturais que viessem a proteger o alimento destes microrganismos, sem causar danos a satde do
consumidor, e foi entdo que dleos essenciais e seus componentes t€ém sido amplamente utilizados
para o estudos da atividade antifungica in vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade de terpenos, a exemplo do a-(-)-bisabolol, como conservante alimentar, natural, em
substituicdo aos conservantes quimicos sintéticos. A pesquisa foi realizada a partir da técnica
de Concentracao Inibitéria Minima, onde cepas de Fusarium oxysporium foram previamente
tratadas e incubadas até o momento do ensaio. a-(-)-bisabolol, em diferentes concentragoes,
foi colocado em contato com as células fungicas, para que se podesse avaliar seu potencial
inibitdrio frente ao crescimento do mesmo. Como resultado da pesquisa, obtivemos que a-(-)-
bisabolol apresenta potencial protetor contra F. oxysporum, visto que em concentragdes que
variam de 128 pg/mL a 1024 pg/mL foram sufucientes para inibil 100% do crescimento
fingico. Desta forma concluimos que produtos naturais como terpenos, a exemplo de a-(-)-
bisabolol, apresenta potencial protetor alimentar em substituicdo a conservantes quimicos

sinteticos.
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INTRODUCAO

A contaminacdo e a deterioragdo de alimentos por microrganismos acarreta a grandes
problemas relacionados a perdas de producdao e a Doengas Transmitidas por Alimentos
(DTA). Dentre um dos principais causadores de contaminacdo de varios commodities
agricolas antes da colheita ou até mesmo em condigdes pos-colheita, destacam-se os fungos.
(ABBASZADEH et al., 2014; MACWAN et al., 2016; VILLEGAS-RASCON et al., 2017).

Os fungos compreendem um grupo heterogéneo formado de leveduras, fungos
filamentosos e cogumelos, que atuam como saprobrios e parasitas. Sao seres estudados como
causadores de doencas em humanos, animais e plantas, onde além de causarem fortes
impactos econOmicos e apresentar alta variabilidade populacional e genética, os fungos
fitopatogénicos afligem a seguranca alimentar, uma vez que suas micotoxinas entrem na
cadeia alimentar (OLIVEIRA, et al, 2011; ENGELKIRK; DUBEN-ENGELKIRK, 2012;
JIMTHA et al., 2016).

Dentre os principais géneros fungicos, Fusarium, de filamentos hialinos e
septados, apresenta-se como um dos maiores grupos responsaveis por esta contaminagdo em
alimentos. (DOMENICO et al., 2015; ESCRIVA, FONT ¢ MANYES, 2015). Fusarium
oxysporum ¢ a espécie mais amplamente distribuida do género, sua patogenicidade se deve a
capacidade de produ¢ao uma variedade de micotoxinas, sendo principalmente a fumonisinas,
zearalenona e tricotecenos, representando desde efeitos toxicos agudos e cronicos, ou até
propriedades carcinogénicas (GRENIER E APPLEGATE, 2013; GORDON et al., 2015).

Alguns alimentos, devido suas excelentes fontes nutricionais, sdo facilmente
colonizados por estes microrganismos. Desta forma a utilizagdo de conservantes alimentares
passou a ser necessaria para que se evitasse algumas contaminagdes alimentares. Com o
objetivo de reduzir as perdas, o uso de fungicidas quimicos durante a producdo de alimentos
tornou-se uma alternativa vidvel, porém tanto a questdo econdmica como seguranga alimentar
e ambiental tém desestimulado a utilizagdo desses compostos, visto que estes podem ser
associados também a problemas teratogénicos, carcinogénicos e téxicos quando aplicados em
matriz alimentar (ABBASZADEH et al., 2014).

Assim, tendo em vista estes problemas causados pelos produtos quimicos, os produtos
naturais sao importantes instrumentos no desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas,

onde as plantas se colocam como fontes importantes de moléculas biologicamente ativas que
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podem ser utilizadas na obtencdo de novos farmacos como alternativa de controle desses
agentes fitopatogénicos, pragas agricolas e plantas infestantes. Foi ai que muitos
pesquisadores mudaram o rumo das pesquisas € passaram a desenvolver alternativas naturais
que viessem a causar o0 mesmo efeito protetor nas matrizes alimenares sem causar prejuizos a
saude dos consumidores. (BRAZ FILHO, 2010; OOTANI et al., 2013).

Os oleos essenciais, considerados complexos de compostos volateis caracterizados pelo
odor forte, sdo formados pelometabolismo secundario das plantas, encontrados em suas folhas,
resinas, frutos, flores, tronco, t€ém sido amplamente utilizados para o estudos da atividade
antifungica in vitro (CHERRAT et al., 2014; MACWAN et al., 2016).

Dentre os 6leos essencias e seus componentes, destacam-se os terpenos, classificados
como compostos hidrogenados de cadeias carbdnicas ciclicas ou alifaticas, largamente
distribuidos na natureza, presentes em Oleos essenciais de uma ampla variedade de plantas
aromaticas, que abrangem uma grande variedade de substincias formadas pela unido de
unidades pentacarbonadas chamada isopreno, sendo agrupadas em: hemiterpenos (C5),
monoterpenos (duas unidades de isopreno, C10), sesquiterpenos (trés unidades de isopreno,
C15), diterpenos (quatro unidades de isopreno, C20), triterpenos (seis unidades de isopreno,
C30) e carotenoides (SANTOS, 2015).

Na classe dos terpenos destaca-se o o-(-)-bisabolol que se caracteriza por ser um
alcool sesquiterpeno monociclico, com a formula quimica C 15 H 26 O. Foi primeiramente
isolado em 1951 por Isaac e colaboradores das flores de Matricaria chamomilla. As
atividades bioldgicas mais importantes de o-(-)-bisabolol sdo anti-inflamatérios, anti-
irritantes, antibacterianos propriedades termais e nao alergénicas (KAMATOU, 2010).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de terpenos, a exemplo
do a-(-)-bisabolol, como conservante alimentar, natural, em substituicdo aos conservantes

quimicos sintéticos.
METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Bioquimica e no Laboratério de
Microbiologia, ambos da UAS/CES/UFCG. As respectivas solu¢des do a-(-)-bisabolol foram
preparadas no momento de execucdo dos testes, dissolvendo-os primeiramente em 100 pL
dimetilsulfoxido (DMSO) a 100% e utilizando agua destilada esterilizada em quantidade

suficiente para obter a concentragdo inicial de 1024 ug/mL. A partir desta concentragao,
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foram feitas dilui¢des seriadas em razao de dois até alcangar concentra¢des inferiores
utilizando o proprio meio RPMI 1640.

Para realizagdo do teste de atividade antifingica, foram utilizadas cepas de F.
oxysporum (FO 73, 105, 132, 134, 136 e¢ 141). Todas as cepas foram mantidas em tubos de
ensaio contendo agar batata dextrose inclinado sob refrigeragdo (8°C), no Laboratorio de
Bioquimica até o momento dos testes.

As cepas fungicas foram cultivadas em 4gar batata dextrose a 28°C por 7 dias. As
recentes colonias fungicas foram cobertas com de solucdo salina estéril (NaCl 0,9 %), e as
suspensoes feitas por suaves agitagdes com auxilio de uma pipeta de transferéncia. A mistura
resultante de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para tubos de ensaio esterilizados.
Apos agitacao de 15 segundos, cada suspensao foi deixada em repouso por 3-5 minutos € o
sobrenadante foi recolhido em tubos de ensaio estéreis. As densidades das suspensodes de cada
cepa foram ajustadas em espectrofotometro a 530 nm para um valor de 68-70% de
transmitancia, a qual corresponde a um inéculo de aproximadamente 1-5 x 10° unidades
formadoras de colonias em 1 mL (UFC/mL) (CLSI, 2002; PETRIKKOU et al., 2001).

A determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) das drogas-teste foi
realizada pela técnica de microdilui¢do, utilizando placas de microtitulagdo contendo 96
cavidades com fundo chato (CLSI, 2002). Em cada linha da placa, foram adicionados 100 pL
das drogas-teste duplamente concentradas e diluidas em RPMI 1640. Em cada cavidade da
placa, foram adicionados 100 pL do in6culo previamente preparado, diluido em RPMI 1640
na propor¢ao 1:50. Um controle fingico foi realizado substituindo as drogas-teste por solugao
salina esterilizada (controle de crescimento). Um controle de esterilidade também foi
realizado, colocando-se apenas o meio de cultura, sem o indculo. Para verificar a auséncia de
interferéncia nos resultados pelo DMSO utilizado na preparacao das solugdes, foi feito um
controle com DMSO na concentra¢dao 0,5%, usada para a solubiliza¢do das drogas acrescido
do in6culo e do meio de cultura. As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias
para a realizacdo da leitura. Os valores de CIM foram determinados pela andlise visual da
inibi¢ao do crescimento em cada cavidade. A CIM ¢ definida como a menor concentracao das

drogas-teste capaz de inibir 100% o crescimento flingico observado nas cavidades.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Desde muitos anos o aumento na incidéncia de doengas flingicas por produgdo de
micotoxinas e formagdo de radicais livres afeta diretamente sua producdo. (OLIVEIRA e
FUENTEFRIA, 2015). Dessa forma, alternativas naturais e seguras do ponto de vista sanitario
e ambiental, como aditivos alimentares, além de substituirem os aditivos sintéticos, entram na
dimensdo da sustentabilidade, onde destacam-se os terpenos (PERRICONE et al., 2015;
GUERRA et al., 2017; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

Com objetivo de determinar o potencial antifungico de a-(-)-bisabolol, os testes foram
realizados para obter a relacdo de suas concentragdes capazes de exercer o efeito protetor
inibitdrio, onde uma certa quantidade seria sufucuente para impedir o crescimento fingico. Os
valores da CIM para o a-(-)-bisabolol frente as cepas de F. oxysporum estdo expostos na
Tabela 1. a-(-)-bisabolol conseguiu inibir o crescimento das cepas testadas nas concentragdes
que variaram de 128 a 1024 pg/mL.

As cepas F. oxysporum 132, 134, 136 e 141 se mostraram mais sensiveis, uma vez que
tiveram seu crescimento inibido quando exposta a 128 pg/mL de a-(-)-bisabolol, enquanto
todas as demais cepas apresentaram inibi¢cdo de crescimento quando expostas a concentragdes
maiores do mesmo. Em relagdo ao controle (auséncia de droga), houve crescimento de F.
oxysporum em todas as cepas. O DMSO nao impediu o crescimento fingico na concentracao

testada.

Tabela 1: Concentracgio inibitoria minima (CIM) de a-(-)-bisabolol frente a cepas de
Fusarium oxysporum.

CEPAS a-(-)-bisabolol (nG/ML)*
FUSARIUM OXYSPORUM 73 256
FUSARIUM OXYSPORUM 105 1024
FUSARIUM OXYSPORUM 132 128
FUSARIUM OXYSPORUM 134 128
FUSARIUM OXYSPORUM 136 128
FUSARIUM OXYSPORUM 141 128

*Média geométrica de trés experimentos

De acordo com Perricone et al., (2015), ensaios feitos com produtos naturais podem se
apresentar bastante eficientes no controle de fungos, onde a determinagdo da CIM se torna
necessaria para avaliar quantidades minimas que controlem os mesmos. Na CIM, os produtos

naturais causam suficiente estresse na célula do fungo, inibindo seu crescimento. Relata-se
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também que moléculas lipofilicas como terpenos podem facilmente penetrar a célula fingica,
alterando a funcionalidade da membrana plasmatica.

Em estudos realizados anteriormente, presentes na literatura, ha relatos da atividade de
a-(-)-bisabolol contra outros microrganismos, onde o mesmo apresentou uma promissora
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Candida albicans, embora tenha

exibido menor atividade contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Escherichia coli

(DUKE, 2002; VAN ZYL, 2006).
CONSIDERACOES FINAIS

Diante da realizagdo da pesquisa, podemos concluir que a prevaléncia de algumas
espécies de pragas, a exemplo dos fungos, podem ser considerados fortes causadores de
doengas de origem alimentar, causando fortes prejuizos a populacao que diariamente necessita
do consumo de diversos alimentos para sobrevivéncia. Desta forma, visto a necessidade da
utilizacdo de produtos que viessem a proteger os alimentos contra os fungos, conservantes
quimicos sinteticos comecaram a ser utilizados para esta finalidade, porém, frente a percepgao
negativa que estes produtos carregam, devido seu potencial carcinpgénico e teratogénico,
novas pesquisas com produtos que viessem a realizar o0 mesmo efeito protetor ao alimento
sem causar danos a saude dos consumidores passaram a ser bem vistos.

A utilizagdo de produtos naturais, como os 6leos essenciais € seus componentes, a
exemplo dos terpenos, tornaram-se fontes de novos estudos, onde apresentam excelente
potencial antifingico. A partir da técnica de determinacdo da concentragdo inibitdria minima,
observamos o potencial do a-(-)-bisabolol para inibicdo do Fusarium oxysporum, onde em
baixas concentracdes, conseguiu inibir 100% do crescimento flingico, tornando-se um
excelente método para a conervacdo de alimentos, sem a necessidade da utilizagdo de

conservantes quimicos sintéticos.
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